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RESUMO

O cancer de pulmao (CP) é a principal causa de o6bito mundialmente, com o
tabagismo como principal fator de risco. O tratamento apresenta muitos desafios,
como a resisténcia a quimioterapia e a alta toxicidade. Neste sentido, € necessario
estudar moléculas, como os derivados tiofénicos, com suas atividades antitumorais.
Este estudo visou entender o mecanismo de acao relacionado as vias apoptéticas
do derivado SB200 no CP, por meio de analise da expressdo dos genes Bax
(pré-apoptético) e Bcl-2 (anti- apoptético) em modelos in vitro e in vivo. Para os
ensaios in vitro, a linhagem NCI-H1299 foi semeada em placas com densidade de
5x10* células/pogo e exposta a concentragédo do ICs, de 25,87 uM do SB200. Apos
24 horas do tratamento, estas foram recolhidas e colocadas em Trizol para extracao
do RNA. No modelo in vivo, foram utilizadas camundongos fémeas BALB/c, que
receberam trés injecdes intraperitoneais de 1 mg/g de uretano em dias alternados,
por uma semana, para inducdo dos tumores pulmonares. Apos 20 semanas da
primeira aplicagdo, um grupo foi tratado com 20 mg/kg e outro grupo com 40 mg/kg
de SB200 por via intraperitoneal, 3 dias na semana por quatro semanas e um grupo
controle recebeu 5 mg/kg de cisplatina, intraperitonealmente, 1 vez por semana por
trés semanas. Apds o sacrificio, os pulmdes foram colocados no RNAlater e
armazenados. Apds a extracdo do RNA, sintese de cDNA e analise da expressao
génica, foi possivel observar que, na linhagem, o tratamento com SB200 induziu um
aumento na expressao do gene Bax em comparacgéo as células ndo tratadas (NT),
com niveis similares ao controle com DMSO. A cisplatina apresentou alta expressao
de Bax. Para o gene Bcl-2, observou-se redugcéo na expressdo apos o tratamento
com SB200 e cisplatina em comparagao aos controles NT e DMSO. No modelo in
vivo, o SB200 promoveu aumento dose-dependente na expressdao do Bax,
superando o controle PBS e o uretano. A cisplatina também elevou o Bax de forma
significativa. No gene Bcl-2, o uretano causou uma elevacdo em relagdo ao PBS e a
dose de 20 mg/kg de SB200. A dose mais alta de SB200 e a cisplatina induziram
aumento paradoxal de Bcl-2 possivelmente por um mecanismo compensatorio das
células tumorais. Com isso, esses resultados demonstram que o SB200 possui
efeito pré-apoptdotico, aumentando Bax e reduzindo Bcl-2 in vitro, enquanto in vivo
induz resposta dose-dependente em Bax, com potencial mecanismo compensatério
em Bcl-2 em altas doses. Esses achados destacam seu potencial como candidato
terapéutico no CP, embora estudos adicionais sejam necessarios para entender a
complexidade desse mecanismo e explorar sua eficacia.

Palavras-chave: Neoplasia Pulmonar. Tratamento. Tiofeno. Apoptose. Uretano.
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ABSTRACT

Lung cancer (LC) is the leading cause of death worldwide, with smoking being its
main risk factor. Treatment presents many challenges, such as chemotherapy
resistance and high toxicity. In this context, it is necessary to study molecules, such
as thiophene derivatives, for their antitumor activities. This study aimed to
understand the mechanism of action related to the apoptotic pathways of the
derivative SB200 in LC, by analyzing the expression of the Bax (pro-apoptotic) and
Bcl-2 (anti-apoptotic) genes in in vitro and in vivo models. For the in vitro assays, the
NCI-H1299 cell line was seeded in plates at a density of 5x10* cells/well and
exposed to the IC5, concentration of 25.87 uM of SB200. After 24 hours of treatment,
the cells were collected and placed in Trizol for RNA extraction. In the in vivo model,
female BALB/c mice were used. They received three intraperitoneal injections of 1
mg/g of urethane on alternate days over one week to induce lung tumors. After 20
weeks from the first application, one group was treated with 20 mg/kg and another
group with 40 mg/kg of SB200 intraperitoneally, 3 days a week for four weeks; a
control group received 5 mg/kg of cisplatin intraperitoneally, once a week for three
weeks. After sacrifice, the lungs were placed in RNAlater and stored. After RNA
extraction, cDNA synthesis, and gene expression analysis, it was observed that in
the cell line, treatment with SB200 induced an increase in the expression of the Bax
gene compared to untreated (UT) cells, with levels similar to the DMSO control.
Cisplatin showed high Bax expression. For the Bcl-2 gene, a reduction in expression
was observed after treatment with SB200 and cisplatin compared to the UT and
DMSO controls. In the in vivo model, SB200 promoted a dose-dependent increase in
Bax expression, surpassing the PBS and urethane controls. Cisplatin also
significantly elevated Bax. For the Bcl-2 gene, urethane caused an increase
compared to PBS and the 20 mg/kg dose of SB200. The higher dose of SB200 and
cisplatin induced a paradoxical increase in Bcl-2, possibly due to a compensatory
mechanism by the tumor cells. Thus, these results demonstrate that SB200 has a
pro-apoptotic effect, increasing Bax and reducing Bcl-2 in vitro, while in vivo it
induces a dose-dependent response in Bax, with a potential compensatory
mechanism for Bcl-2 at high doses. These findings highlight its potential as a
therapeutic candidate in LC, although additional studies are necessary to understand
the complexity of this mechanism and explore its efficacy.

Key words: Pulmonary Neoplasia. Treatment. Thiophene. Apoptosis. Urethane.
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1. INTRODUGAO

O céancer de pulmao (CP) € um dos mais incidentes, perdendo apenas para o
cancer de pele, e o mais mortal em nivel mundial. Acomete principalmente adultos
de 40 a 80 anos, porém, também ocorre em individuos mais jovens, devido a erros
no mecanismo de reparo do Acido Desoxirribonucleico (DNA) e predisposi¢éo
genética. No Brasil, € uma das principais causas de morte por cancer, sendo o
terceiro mais comum em homens e o quarto em mulheres, cujo principal fator de
risco é o tabagismo (Paschoal, 2023).

O CP é classificado em dois grandes grupos: o Céancer de Pulmao de
Pequenas Células (CPPC), que representa cerca de 15% dos casos (Rudin et al.,
2021), e o Cancer de Pulméao de Células Nao Pequenas (CPCNP) que representa
85% dos casos, incluindo os subtipos, adenocarcinoma, carcinoma de células
escamosas e carcinoma de células grandes (Relli et al., 2019).

O diagnéstico do CPCNP no Brasil e outros paises desenvolvidos, acontece
em estagios avangados, aproximadamente 70% dos pacientes apresentam doenga
localmente avancada ou metastatica. Entre os exames mais utilizados estdo a
radiografia de térax, tomografia computadorizada e procedimentos mais invasivos,
como bidpsia transtoracica e broncoscopia (Araujo et al., 2018).

O tratamento atual para o CP no Brasil é através de cirurgia, mais utilizado em
pacientes no estagio inicial da doencga, radioterapia e quimioterapia, com
quimioterapicos a base de platina, tendo a cisplatina como um dos principais (Araujo
et al., 2018). O principal mecanismo de acao da cisplatina é agir diretamente no
DNA, gerando ligagbes cruzadas e isto causa a inibigdo da transcricdo, a
perturbagao no reparo e, posteriormente, a morte celular (Ghosh, 2019).

A cisplatina, mesmo sendo um dos quimioterapicos mais utilizados, acarreta
inumeros efeitos adversos no individuo. Além de auséncia de especificidade, ma
absorcdo e quimiorresisténcia desenvolvida por alguns pacientes, devido ao
aumento no reparo do DNA e mutagdes. Os efeitos toxicos mais relevantes deste
derivado de platina incluem nefrotoxicidade, ototoxicidade, hepatotoxicidade e
toxicidade gastrointestinal (Ghosh, 2019).

Diante disso, os tiofenos sdo moléculas promissoras com atividades
antitumoral, anticonvulsivante e anti-inflamatéria (Rodrigues et al., 2018). Sua acéo

antineoplasica é exemplificada com o Tomudex®, um analogo de folato contendo
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tiofeno em sua estrutura. Este farmaco atua por inibicdo seletiva da enzima timidilato
sintase, induzindo fragmentagdo do DNA e morte celular, o que refor¢a o potencial
terapéutico desse grupo (Oliveira et al., 2015).

ElBakary et al. (2022) demonstraram a capacidade de derivados tiofénicos em
induzir apoptose por meio de mecanismos moleculares precisos, como clivagem
gendbmica do DNA, ativacao da proteina p53, que regula genes pré-apoptéticos nas
vias intrinseca e extrinseca e a supressao de genes anti-apoptoticos. Essas
evidéncias consolidam o potencial antitumoral dos tiofenos.

A apoptose é controlada pelo equilibrio entre as proteinas da familia Bcl-2.
Estudos indicam que a suscetibilidade a quimioterapicos esta relacionada com a
modulagao dos genes Bax, Bcl-2 e Bel-xL. Bax, proteina pro-apoptética, antagoniza
Bcl-2/Bcl-xL (anti-apoptéticos) que inibem a liberagao de citocromo c. Em casos de
cancer, a superexpressao de Bcl-2/Bcl-xL esta ligada a resisténcia terapéutica,
tornando-se alvo para produgao de novos compostos (Czabotar et al., 2014).

Os derivados tiofénicos demonstraram a capacidade de modular a via
pré-apoptética em cancer colorretal, reduzindo expressao de Bcl-2/Bcl-xL e ativando
Bad, o que potencializou a eficacia da radioterapia pela ativacdo do processo de
apoptose. Esse mecanismo pré-apoptético pode ser explorado no CP, principalmente
em neoplasias resistentes ao tratamento com cisplatina (Elbakary et al., 2022).

Neste contexto, o presente estudo visou avaliar a modulagdo de genes
relacionados as vias apoptoticas pelo derivado tiofénico SB200, com foco no
pré-apoptético, Bax, e anti-apoptotico, Bel-2. A escolha desses genes se baseou na
evidéncia de que os derivados de tiofeno podem desregular a relagcdo Bax/Bcl-2,

favorecendo a indugao da apoptose, como demonstrado anteriormente.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 INCIDENCIA DO CANCER NO MUNDO

O cancer é o principal problema de saude publica no mundo, sendo uma das
principais causas de morte, sendo a primeira ou a segunda causa de morte
prematura, antes dos 70 anos, na maioria dos paises (INCA, 2023). De forma geral,
o risco de desenvolvimento de cancer antes dos 75 anos e de 20% para ambos os
sexos, sendo 21,8% para o sexo masculino e 185% para o sexo feminino
(GLOBOCAN, 2024).

Em 2022, foram registrados 19.976.499 novos casos de cancer no mundo,
sendo 10.311.610 entre os homens e 9.664.889 entre as mulheres. Quanto a
mortalidade, o numero total foi de 9.743.832 mortes, com 5.430.284 mortes entre os
homens e 4.313.548 entre as mulheres (GLOBOCAN, 2024).

Entre os cinco tipos de cancer mais frequentes no mundo para ambos os
sexos estdo o cancer de pulm&o, cancer de mama, cancer colorretal, cancer de
prostata e cancer de estdbmago. Estratificando por sexo, os mais frequentes em
homens sdo cancer de pulm&o, cancer de prostata, cancer coloretal, cancer de
estdmago e cancer de figado, enquanto em mulheres sdo cancer de mama, cancer
de pulméo, cancer coloretal, cancer de colo do utero e cancer de tireoide
(GLOBOCAN, 2024).

Por fim, as principais causas de morte por cancer no mundo para ambos 0s
sexos sao por cancer de pulmao, cancer de mama e cancer colorretal. Subdividindo
por sexo, em homens sao cancer de pulméo, cancer de prostata e cancer colorretal,
e em mulheres s&o cancer de mama, cancer de pulmao e cancer colorretal (INCA,
2023; GLOBOCAN, 2024).

1.2 CANCER DE PULMAO

“Cancer de pulmao” é o termo utilizado para caracterizar tumores malignos do
epitélio respiratdrio. Essa malignidade acomete principalmente adultos com 50 anos
ou mais, porem, pode ocorrer entre individuos mais jovens devido a erros no
mecanismo de reparo de DNA e a predisposicdo genética. Seu principal fator de

risco é o tabagismo, tanto para fumantes ativos, quanto para os passivos, e, mesmo
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gue nos passivos o risco seja menor, ainda é 30% maior quando comparado a quem
nunca fumou e nao esta exposto (Paschoal, 2023).

Ademais, fatores genéticos e ambientais também estao relacionados ao risco
para o desenvolvimento do CP (Araujo et al., 2018). Exposigdo ambiental e médica a
radiacéo, exposi¢cdo ocupacional ao formaldeido e ao asbesto, fatores imunologicos
e predisposi¢cdo genética sdo alguns entre os diversos fatores relacionados ao
surgimento desta doenca. Esses fatores associados ao tabagismo apresentam um
efeito sinérgico multiplicador neste tipo de cancer (Paschoal, 2023).

Além dos fatores ambientais e comportamentais, o seu desenvolvimento esta
intimamente associado a mutagcbes genéticas que alteram vias de proliferacéo e
sobrevivéncia celular (Bade, Dela Cruz, 2020). Essas alteragbes genéticas
adquiridas em alguns genes resultam no crescimento e capacidade de invasao do
tumor. Estudos moleculares demonstram que os diferentes tipos e subtipos
apresentam perfis mutacionais distintos (Zheng, 2016).

Em condi¢cbes normais, os proto-oncogenes regulam processos essenciais
como divisao e diferenciagdo celular; no entanto, quando sofrem mutacbes
ativadoras, transformam-se em oncogenes e promovem a proliferacdo descontrolada
caracteristica dos canceres (Zheng, 2016). Dentre as mutagées mais relevantes,
como pode ser observado na Tabela 1, destacam-se as que envolvem os oncogenes
KRAS, EGFR e ALK, os quais, quando alterados, garantem vantagens proliferativas
as células tumorais (Chevallier et al., 2021).

Mutagbes no Oncogene Homdlogo do Virus Kirsten do Sarcoma de Rato
(KRAS) estao presentes em até 30% dos pacientes com CPCNP, sendo este o
oncogene mais detectado (Reck et al., 2021). Dentre estas mutacdes, as mais
comuns sao G12C e G12D, as quais a G12C € encontrada em 13% dos casos de
CPCNP e é detectada com mais frequéncia em fumantes, enquanto a G12D é mais
comum entre ndo fumantes (Chevallier et al., 2021).

Outras mutagdes envolvem o oncogene do Receptor do Fator de Crescimento
Epidérmico (EGFR), as quais a prevaléncia é de até 50% em pacientes asiaticos
com adenocarcinoma e até 15% em pacientes ocidentais (Kobayashi, Mitsudomi,
2016). Além disso, rearranjos da Quinase de Linfoma Anaplasico (ALK) sao
detectados em até 5% dos casos de CPCNP avangado, enquanto as alteragbes séo
encontradas em 97% dos adenocarcinomas e 3% dos carcinomas de células

escamosas (Chevallier et al., 2021).



20

Tabela 1 - Principais mutagées condutoras e prevaléncia em CPCNP.

Gene afetado Tipo de mutagao Prevaléncia Principais grupos associados
Nao fumantes

EGFR Mutacéo ativadora 15-50% Pacientes com adenocarcinoma

KRAS (G12C) Mutacéo ativadora 13% Fumantes

KRAS (G12D) Mutacéo ativadora 5-10% N&o fumantes

ALK Rearranjo génico 5% Pacientes com adenocarcinoma
ROS1 Rearranjo génico 1-2% N&o fumantes
N&o fumantes

RET Rearranjo génico 1-2% Pacientes com adenocarcinoma

MET Amplificagcao 2-5% Pacientes com adenocarcinoma
Nao fumantes

HER2 Amplificacao 1-3% Pacientes com adenocarcinoma

1.2.1 Epidemiologia

Fonte: Autoria prépria (2025).

As neoplasias de pulméo estdo em segundo no numero de incidéncia e s&o a

principal causa de mortalidade por cancer no mundo. E o mais frequente em

homens, ultrapassando os casos de prostata e o terceiro mais incidente em

mulheres. No Brasil, entre o triénio 2023-2025, o CP assumiu o quinto lugar entre os

canceres mais incidentes, sendo o quarto mais frequente entre os homens e o quinto

entre as mulheres (INCA, 2023).

Dessa forma, as maiores taxas de incidéncia para homens e mulheres sao

observadas na regido Sul do pais, podendo estar associada ao tabagismo histérico.
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Em homens, é a segunda neoplasia mais frequente nas regides Sul e Nordeste,
enquanto no Sudeste, Centro-Oeste e Norte, esta na terceira posi¢cdo. Entre as
mulheres, € o terceiro mais frequente no Sul, o quarto nas regides Sudeste,
Centro-Oeste e Norte, e ocupa a quinta posigao no Nordeste (INCA, 2023).

Com isso, essas diferengas regionais no CP refletem fatores como a
prevaléncia historica do tabagismo, principalmente no Sul do pais, e a desigualdade
no acesso a saude. No Brasil, o diagnéstico tardio, com apenas 16% dos casos
detectados precocemente, contribui para um aumento no risco de morte desses
pacientes (Araujo et al., 2018).

A estimativa de novos casos no Brasil para cada ano do triénio 2023-2025 foi
de 32.560 casos, sendo 18.020 casos entre os homens e 14.540 casos entre as
mulheres. A nivel estadual estimou-se que em Pernambuco houve 24.590 novos
casos de cancer em 2023, dos quais 1.320 casos eram de pulmao, subdivididos
segundo sexo em 680 casos entre homens e 640 casos entre mulheres (INCA,
2023).

Em termos de mortalidade, é o mais letal do mundo, sendo responsavel por
cerca de 1.817.469 6bitos (GLOBOCAN, 2024). No Brasil, em 2020, foi responsavel
por cerca de 28.618 ébitos, entre os quais 16.009 6bitos foram de homens e 12.609
de mulheres. Isso representa um risco estimado de 15,46 mortes para cada 100 mil
homens e de 11,65 para cada 100 mil mulheres (INCA, 2023).

1.2.2 Classificagao

As neoplasias de pulmao podem ser classificadas em dois grupos principais: o
CPPC, que é um carcinoma neuroenddcrino caracterizado por tumores malignos de
crescimento rapido, representando cerca de 15% dos casos, sendo o mais agressivo
entre os dois (Rudin et al., 2021), e o CPCNP que representa 85% dos casos,
incluindo adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas e carcinoma de células
grandes (Relli et al., 2019).

O CPPC acomete principalmente fumantes e ex-fumantes e apresenta um
pior progndstico (Kim, Park, Chiang, 2025). Pacientes com esse tipo de neoplasia
geralmente apresentam sintomas respiratérios, com uma massa pulmonar central e
comprometimento dos linfonodos toracicos, que na maioria ja apresenta doenga

metastatica ao ser diagnosticada. Este tipo de neoplasia tende a apresentar



22

metastase em tecidos, como o cérebro, o figado, as glandulas adrenais e 0s 0ssos
(Rudin et al., 2021).

O CPCNP abrange os subtipos adenocarcinoma, carcinoma de células
escamosas e carcinoma de células grandes (Coudray et al., 2018). Entre eles, o
adenocarcinoma e o carcinoma de células escamosas s&o 0s maiores subgrupos. O
adenocarcinoma representa 40% de todos os casos de CP e é o principal subtipo
entre individuos ndo fumantes e o carcinoma de células escamosas representa entre
25-30% dos casos e € mais associado ao tabagismo intenso (Relli et al., 2019).

O adenocarcinoma é o subtipo mais comum, representando 60% dos casos
de CPCNP (Relli et al., 2019). Este tumor geralmente se apresenta como uma
massa periférica com fibrose central e retragao pleural, frequentemente associado a
cicatrizes pulmonares pré-existentes. Na microscopia € definido como uma
neoplasia epitelial maligna com diferenciacdo glandular, producdo de muco e
padrdes de crescimento variados (Zheng, 2016).

O carcinoma de células escamosas geralmente ocorre na porgao central do
pulmao, ao longo das vias aéreas principais, podendo formar cavidades se atingirem
grandes dimensdes (Zheng, 2016). Na microscopia exibe queratinizagdo e pontos
intercelulares, com padrdo de crescimento soélido (Coudray et al., 2018). E
subclassificado em queratinizante, ndo queratinizante e basalo6ide, sendo este ultimo
de prognostico distinto. O carcinoma de células escamosas apresenta sobrevida
melhor que o adenocarcinoma (Zheng, 2016).

O carcinoma de células grandes representa a minoria dos casos de CPCNP
(Relli et al., 2019). Sao tumores periféricos, volumosos e necréticos, compostos por
células grandes e pleomorficas organizadas em padrao solido. Sua classificacdo nao
pode ser dada apenas pela morfologia e seu progndstico é geralmente o mais
desfavoravel entre os trés subtipos (Zheng, 2016).

Com isso, para a diferenciagao desses subtipos utiliza-se imunohistoquimica.
O adenocarcinoma expressa marcadores pneumociticos, como napsina A ou Fator
de Transcri¢do Tireoidiano 1 (TTF-1), enquanto o carcinoma de células escamosas
expressa marcadores de diferenciacdo escamosa, como p40, p63 e citoqueratinas
5/6 e, por fim, o carcinoma de células grandes tém fendtipo nulo, mas pode
expressar citoqueratinas (Rodriguez-Canales, Parra-Cuentas, Wistuba, 2016; Rudin
et al., 2021).
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1.2.3 Diagnéstico

O CPPC é o mais agressivo, desta forma, seu diagndstico deve ser realizado
o0 mais brevemente possivel (Rudin et al., 2021). Exames de imagem s&o os mais
comumente realizados para determinagao da extensido da doenca, juntamente com
a bidpsia, obtida por broncoscopia com ultrassonografia endobrénquica. No entanto,
o diagndstico somente ¢é confirmado através do exame histopatoldgico
(Nooreeldeen, Bach, 2021).

Desse modo, a avaliagdo histologica pode ser complementada pela
imunohistoquimica. Na microscopia, observa-se células pequenas com nucleos
hipercromaticos, citoplasma escasso e alta atividade mitética, podendo apresentar
necrose extensa e artefatos de esmagamento, no caso de biépsias (Rudin et al.,
2021).

A imunohistoquimica demonstra expressdo de marcadores neuroenddcrinos,
como sinaptofisina, cromogranina e CD56, como demonstrado na Tabela 2. A
sinaptofisina é positiva em 90% dos casos de CPPC, enquanto a cromogranina é
positiva entre 40-60% e CD56 € positiva na maioria dos casos. Para avaliagdo do
indice proliferativo, utiliza-se o marcador Ki67, que esta geralmente elevado e
também é utilizado para diferenciar este tipo de CP de outros tumores com baixa
expressao (Rudin et al., 2021).

Por outro lado, o diagndstico do CPCNP no Brasil, assim como em outros
paises desenvolvidos, geralmente é feito em estagios avangados e apresenta baixa
sobrevida (Nooreeldeen, Bach, 2021). Este diagnéstico também é feito por
radiografia de torax, tomografia computadorizada, ultrassonografia endobrénquica e,
em alguns casos, por procedimentos invasivos, como broncoscopia e biopsia
transtoracica (Araujo et al., 2018).

Além disso, o diagndstico dos subtipos de CPCNP ¢ feito através da avaliagéao
histopatolégica. Porém, esta avaliagao histoldgica pode ser limitada em casos de
bidpsias pequenas ou tumores indiferenciados. Nesses casos deve-se utilizar
técnicas auxiliares, como a imunohistoquimica, a qual, entre os principais
marcadores expressos destacam-se TTF-1 e p40 (Rodriguez-Canales, Parra-
Cuentas, Wistuba, 2016).

O TTF-1 é uma proteina que regula a transcricdo de genes especificos para a

diferenciacdo da tiredide, do pulmao e do diencéfalo. E expresso em 60-70% dos
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adenocarcinomas e entre 6-30% dos carcinomas de células escamosas, sendo um
marcador que favorece o diagndstico e esta associado a um melhor prognéstico nos
casos de adenocarcinomas (Rodriguez-Canales, Parra-Cuentas, Wistuba, 2016).
Este marcador também é expresso em 80-90% dos casos de CPPC (Zheng, 2016).

Ademais, o p40 é uma isoforma da proteina p63 codificada pelo gene TPG3,
envolvida em fungbes durante o desenvolvimento da pele e a regulacdo de
células-tronco adultas (Rodriguez-Canales, Parra-Cuentas, Wistuba, 2016). E
utiizado como marcador de diferenciagdo escamosa, sendo positivo em
aproximadamente 100% dos carcinomas de células escamosas e em até 3% dos
adenocarcinomas. Em geral, é utilizado em combinagdo com o TTF-1 (Rudin et al.,
2021).

Tabela 2 - Marcadores imunohistoquimicos utilizados para o diagnéstico
diferencial dos subtipos histolégicos de CPCNP e CPPC.

Subtipos histolégicos Marcadores imunohistoquimicos
Adenocarcinoma TTF-1, napsina A e citoqueratina 7
Carcinoma de Células Escamosas P40, P63 e citoqueratinas 5e 6
Carcinoma de Células Grandes Pode expressar citoqueratinas 5, 6 ou 7

Cancer de Pulmao de Pequenas Células CD56, sinaptofisina, cromogranina A, TTF-1 e
Ki-67

Fonte: Autoria prépria (2025).

1.2.4 Tratamento

As diversas abordagens terapéuticas variam conforme o tipo histolégico, perfil
molecular do tumor e estadiamento da doenca. Entre as principais opg¢des estdo a
quimioterapia citotéxica (Ghosh, 2019), as terapias-alvo direcionadas a mutacdes

especificas e a imunoterapia, que modula a resposta imune contra as células
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neoplasicas. A escolha do tipo de tratamento depende de diversos fatores, como
disponibilidade de recursos, perfil molecular do tumor e condi¢gdes clinicas do
paciente (Shields, Marin-Acevedo, Pellini, 2021).

Os agentes quimioterapicos como a cisplatina, o mais utilizado no CP, tem
como mecanismo a agao direta na molécula de DNA, interagindo com o mesmo para
gerar ligagdes cruzadas e causar inibigao da transcrigao, perturbagdo no mecanismo
de reparo e, posteriormente, morte celular. No entanto, afetam também as células
saudaveis, o que justifica sua intensa toxicidade sistémica (Ghosh, 2019).

As terapias-alvo no CPCNP atuam sobre muta¢des condutoras especificas,
como mutagcbes em EGFR ou rearranjos de ALK (Tan, Tan, 2022). Por exemplo,
inibidores de EGFR, como osimertinibe, se ligam ao dominio quinase do receptor,
bloqueando a sinalizagdo que promove a sobrevivéncia celular. Por outro lado, os
inibidores de ALK, como crizotinibe, impedem a dimerizagdo e ativagéo irregular
dessa quinase. Dessa forma, a eficacia do tratamento depende da presenca dessas
alteracdes (Chevallier et al., 2021).

Por fim, a imunoterapia envolve medicamentos que atuam no sistema
imunoldgico para induzir a apoptose das células neoplasicas (Ruiz-Cordero, Devine,
2020). Os inibidores de checkpoint imunoldgico atuam bloqueando as proteinas que
impedem o ataque das células imunoldgicas, restaurando a vigilancia do sistema
imune e estimulando os linfécitos T citotoxicos a induzir a morte das células
cancerigenas (Shields, Marin-Acevedo, Pellini, 2021).

No Brasil, o tratamento do CP baseava-se em cirurgia e quimioterapia com
derivados de platina. No CPPC, a quimioterapia era a principal op¢ao, enquanto no
CPCNP, a cirurgia era a primeira opgao e, em seguida, a quimioterapia adjuvante
(Araujo et al., 2018). Entretanto, a incorporagdo de imunoterapicos e terapias-alvo
modificou esse cenario, ainda que barreiras econémicas restrinjam seu acesso em
todo territério nacional (Veiga et al. 2023; Mathias et al., 2020).

Dessa forma, as opg¢des de tratamento para o CPCNP no Brasil variam de
acordo com o local de acompanhamento do paciente (Araujo et al., 2018). No setor
privado, a primeira linha envolve imunoterapia ou combinagdo de quimioterapia e
imunoterapia, a segunda linha apresenta outros quimioterapicos e a terceira linha
inclui terapias-alvo e quimioterapia. Ademais, no setor publico, a primeira linha
envolve quimioterapia com dupla de platina e as segunda e terceira linhas incluem

cuidados paliativos ou quimioterapia (Mathias et al., 2020).
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Em escala global, os protocolos de tratamento para CP incluem os
quimioterapicos tradicionais, como cisplatina, carboplatina, paclitaxel, gemcitabina e
pemetrexede, as terapias-alvo para mutagdes especificas, como osimertinibe
(inibidor de EGFR), crizotinibe (inibidor de ALK e ROS1) e sotorasibe (inibidor de
KRAS) e os imunoterapicos, incluindo pembrolizumabe, nivolumabe, durvalumabe e
atezolizumabe (inibidores de PD-1 e PD-L1) (Shields, Marin-Acevedo, Pellini, 2021;
Chevallier et al., 2021).

Apesar dos avancos representados pelos protocolos globais, a
implementagédo dessas terapias enfrenta obstaculos, especialmente em cenarios de
recursos limitados e diversos mecanismos de resisténcia (Mathias et al., 2020). A
quimiorresisténcia a cisplatina, por exemplo, ocorre principalmente em decorréncia
do aumento no reparo do DNA e mutacdes que acarretam alteragdes em diferentes
proteinas que fazem parte da sinalizagdo da apoptose (Ghosh, 2019).

Portanto, a resisténcia a cisplatina pode ocorrer em diferentes etapas
farmacocinéticas do tratamento, como durante a circulagao do farmaco pela corrente
sanguinea, durante o seu transporte pela membrana celular (influxo/efluxo), por sua
presencga no citoplasma ou sua ligacédo a molécula de DNA. Essa multifatorialidade
contribui para a alta resisténcia observada no CPCNP, contrastando com a
sensibilidade do CPPC (Ghosh, 2019).

Ademais, no CPCNP, mutagdes oncogénicas dindmicas, como em EGFR e
KRAS, podem promover resisténcia adaptativa, ndo apenas a quimioterapia, mas
também a inibidores moleculares (Tan, Tan, 2022). Essa resisténcia a terapias-alvo
ocorre através de mecanismos como ativacao de vias alternativas ou obtencéo de
mutacdes secundarias (Chevallier et al., 2021).

Essa plasticidade genémica observada no CPCNP se manifesta de maneira
concreta através de mecanismos de resisténcia especificos para cada classe de
terapia-alvo (Chevallier et al., 2021). Por exemplo, no caso de tumores tratados com
osimertinibe, mutagcdes secundarias no gene EGFR ou a ativagcdo compensatoria de
vias paralelas surgem como respostas adaptativas (Tan, Tan, 2022).

Por outro lado, com os inibidores de ALK, como o criozitinibe, surgem
variantes de resisténcia que vao desde mutagdes no dominio quinase até a
amplificacdo do proprio gene (Tan, Tan, 2022). Esses padrdes evidenciam a
complexidade do desenvolvimento tumoral sob a pressao dos tratamentos e também

desafiam a eficacia terapéutica a longo prazo (Chevallier et al., 2021).
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Além desses mecanismos de resisténcia, os efeitos adversos associados as
terapias para o CP representam um desafio clinico significativo, que impacta desde
a adesao ao tratamento até a qualidade de vida desses pacientes (Ghosh, 2019).
Enquanto os quimioterapicos estdo ligados a toxicidades sistémicas, inibidores de
mutagdes oncogénicas frequentemente causam rash cutaneo e diarreia (Chevallier
et al., 2021).

A cisplatina, que ainda continua a ser amplamente utilizada, € relacionada a
diversos efeitos adversos, incluindo nefrotoxicidade, neurotoxicidade, toxicidade
gastrointestinal e mielossupressao, causados principalmente pela farmacocinética
do farmaco e pela produgédo excessiva de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)
(Ghosh, 2019). O manejo desses efeitos toxicos necessita de diversas estratégias,
especialmente onde os recursos de suporte sdo escassos (SBOC, 2024).

Por outro lado, os inibidores de mutagdes, como EGFR, ALK, PD-1 e PD-L1,
apresentam diferentes perfis de efeitos colaterais, como rash cutaneo, diarreia e
alteragdes hepaticas que afetam a qualidade de vida dos pacientes (Chevallier et al.,
2021; Tan, Tan, 2022). Apesar disso, sua toxicidade sistémica tende a ser menor em
comparagdo com a quimioterapia convencional, o que reforgca sua posi¢cao de
preferéncia em pacientes com tumores geneticamente mutados (SBOC, 2024).

As imunoterapias, apesar de serem inovadoras, trouxeram a tona um novo
conjunto de toxicidades autoimunes, como pneumonite e colite, sendo que a
detecgao precoce desses problemas é fundamental para evitar complicagdes mais
sérias (Shields, Marin-Acevedo, Pellini, 2021). No Brasil, a falta de familiaridade com
alguns desses efeitos, que muitas vezes se assemelha a comorbidades ja
existentes, pode atrasar o tratamento adequado (SBOC, 2024).

Esses efeitos toxicos exigem abordagens multidisciplinares diferenciadas.
Enquanto a nefrotoxicidade da cisplatina necessita de protocolos de hidratacédo e
monitoramento de eletrdlitos, os efeitos imunoldgicos exigem acompanhamentos
com profissionais qualificados para distinguir entre progressdo tumoral e acgao
terapéutica (Mathias et al., 2020; SBOC, 2024). Essa complexidade impacta
diretamente o paciente, principalmente em situacbes em que O acesso a
especialistas e exames complementares é desigual (Araujo et al., 2018).

Esses perfis de toxicidade, combinados com os mecanismos de resisténcia
mencionados anteriormente, evidenciam a necessidade de algumas abordagens

individualizadas e de um monitoramento rigoroso dos pacientes. A Tabela 3



28

apresenta um resumo dos efeitos adversos mais frequentes das principais escolhas

terapéuticas, de acordo com estudos clinicos e diretrizes (Ghosh, 2019; Shields,
Marin-Acevedo, Pellini, 2021; Chevallier et al., 2021; SBOC, 2024).

Tabela 3 - Efeitos adversos relacionados aos principais farmacos utilizados no

tratamento do CP.

Farmaco

Classe

Efeitos Adversos

Cisplatina

Carboplatina

Paclitaxel

Pemetrexede

Osimertinibe

Crizotinibe

Nivolumabe

Pembrolizumabe

Atezolizumabe

Durvalumabe

Agente alquilante

Agente alquilante

Taxano

Antimetabdlito

Inibidor de EGFR

Inibidor de ALK e ROS1

Anti-PD-1

Anti-PD-1

Anti-PD-L1

Anti-PD-L1

Nefrotoxicidade, ototoxicidade,
hepatotoxicidade, neurotoxicidade,
toxicidades gastrointestinal, cardiovascular e
ocular e mielossupressao

Nausea, vémito, fadiga, mielossupressao,
anemia, neutropenia e trombocitopenia, e
neuropatia periférica

Alopecia, neuropatia periférica,
mielossupressao, artralgia, mialgia e
hipersensibilidade

Fadiga, rash cutaneo, mucosite, anorexia e
elevacgao das enzimas hepaticas, TGO e TGP

Diarreia, rash cutaneo, prurido, dor
musculoesquelética e prolongamento do
intervalo QT

Nauseas, diarreia, neutropenia, anemia,
fadiga, edema em pernas, perda de apetite e
aumento de enzimas hepaticas, TGO e TGP

Fadiga, rash, prurido, diarreia, hipotireoidismo
ou hipertireoidismo

Fadiga, nausea, artralgia, prurido, tireoidite,
pneumonite e colite

Fadiga, nausea, perda de apetite e rash
cutaneo

Tosse, fadiga, dispneia e rash cutaneo

Fonte: Autoria prépria (2025).
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1.3 APOPTOSE

A morte celular programada é um aspecto fundamental na regulacdo da
homeostase tecidual e no equilibrio da proliferacdo celular (Vogler et al., 2025).
Sendo um processo fisiolégico, a apoptose remove células previamente
selecionadas por estarem danificadas, sob estresse ou durante o desenvolvimento
celular normal e a morfogénese. Sua desregulagdao pode levar a patologias
associadas ao aumento da massa celular ou perda tecidual (Qian et al., 2022).

A apoptose pode ser ativada por duas vias principais: a via intrinseca ou via
mitocondrial, na qual genes reguladores sao ativados como resposta a sinais
intracelulares fisiolégicos ou patoldgicos, e a via extrinseca ou via dos receptores de
morte, a qual é iniciada por ligantes extracelulares. Ambas as vias necessitam da
ativagdo das caspases para executar o mecanismo de morte celular (Tudor et al.,
2000; Vogler et al., 2025; Qian et al., 2022).

A via intrinseca da apoptose é regulada pela familia Bcl-2, que inclui membros
pro e anti-apoptoticos interagindo entre si para controlar a liberagédo de citocromo c e
outras proteinas da mitocdndria para o citosol. Quando estimuladas, essas proteinas
desencadeiam a liberagao de citocromo ¢ da mitocéndria para o citosol. O citocromo
c forma o apoptossomo, ativando a caspase 9, que inicia a cascata de caspases
efetoras, resultando na morte celular (Vogler et al., 2025; Czabotar et al., 2014).

Por outro lado, a via extrinseca, mediada por receptores de morte, € iniciada
quando alguns membros da familia de Receptores do Fator de Necrose Tumoral
(TNFR) sao ligados na membrana plasmatica, levando a ativagdo da caspase 8 e
das caspases efetoras, também resultando em morte celular. Diferentemente da via
intrinseca, esta via € desencadeada por sinais extracelulares. Ambas as vias,
mesmo iniciadas por estimulos diferentes, convergem para a ativagao das caspases
efetoras (Czabotar et al., 2014; Qian et al., 2022).

No entanto, o evento central da via intrinseca, a permeabilizacdo da
membrana mitocondrial externa, constitui um ponto sem retorno que pode levar a
morte celular mesmo na auséncia de caspases efetoras. Como revisado por Vogler
et al. (2025) e Qian et al. (2022), essa permeabilizacdo da membrana resulta na
liberacao de fatores como o Fator de Indugao de Apoptose (AIF) e a Endonuclease
G, que migram para o nucleo e medeiam a fragmentacao do DNA independente das

caspases, além de causar um colapso bioenergético irreversivel.
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A Figura 1 ilustra de forma esquematica os principais mecanismos
moleculares: a via mitocondrial ativada por estresse intracelular, como dano ao DNA
e oncogenes, envolvendo proteinas de dominio BH3, Bax/Bak e liberacdo de
citocromo ¢ e a via dos receptores de morte, iniciada por ligantes extracelulares,
com ativagdo de caspase 8 via dominios FADD/TRADD. Ambas as vias convergem
classicamente na ativacao de caspases efetoras, resultando na morte celular

programada (Czabotar et al., 2014).

Figura 1 - Esquema das vias de sinalizagao apoptética mitocondrial e mediada
por receptores de morte, destacando os principais componentes regulados

pela familia Bcl-2.
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Legenda: (a) Via mitocondrial: ativada por estresse intracelular, como danos ao DNA e oncogenes,
envolvendo proteinas BH3, Bax/BAK e liberagao de citocromo C. (b) Via dos receptores de morte:
iniciada por ligantes extracelulares com ativacdo de caspase 8 via dominios FADD/TRADD.

Fonte: Adaptado de Czabotar et al. (2014, p. 2).
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1.3.1 Genes da Familia Bcl-2

A familia Bcl-2 é classificada em trés grupos funcionais: anti-apoptoéticas
multi-dominio (como Bcl-2 e Bcl-xL), pro-apoptéticas multi-dominio (Bax e Bak) e
pro-apoptéticas de dominio BH3 unico (Bad e Bim) (Vogler et al., 2025). O equilibrio
entre os membros dessa familia determina a sobrevivéncia ou morte celular e essa
regulagcao ocorre principalmente na membrana mitocondrial (Tudor et al., 2000).

As proteinas Bcl-2 e Bcl-xL localizam-se na membrana mitocondrial externa,
inibindo a apoptose ao bloquear a perda de potencial de membrana, a liberacédo de
citocromo c e a ativacdo das caspases. A superexpressao de Bcl-xL, em especial,
estda fortemente associada a resisténcia apoptética em células neoplasicas,
conferindo esta vantagem de sobrevivéncia as mesmas (Tudor et al., 2000; Qian et
al., 2022).

Bax, quando ativado, forma poros ao longo da mitocéndria, que induzem a
liberacdo de citocromo c e desestabilizam a membrana. Sua atividade € modulada
por interagbes competitivas com Bcl-2, na qual a alta razdo Bcl-2/Bax favorece a
sobrevivéncia das células. Em condi¢des normais, Bax permanece no citosol em
forma inativa, translocando-se para a mitocOndria apenas apds estimulos
apoptéticos (Tudor et al., 2000; Qian et al., 2022).

As proteinas de dominio BH3 unico, como Bad, promovem a apoptose por
alguns mecanismos, como neutralizacdo das proteinas anti-apoptoticas (Bcl-2/
Bcl-xL) e ativagcdo de Bax/Bak. Bad fosforilado se liga a proteinas citosdlicas,
enquanto sua forma nédo fosforilada se associa a Bcl-xL na mitocondria, liberando
Bax (Tudor et al., 2000; Vogler et al., 2025;).

A regulacdo pos-traducional dessas proteinas funciona através das caspases
efetoras, principalmente a caspase 3, que cliva Bcl-2, gerando um fragmento
pré-apoptético, e das quinases, que fosforilam Bad, inibindo sua fungdo. Outras
modificagdes pos-traducionais, como a ubiquitinacdo e a acetilagdo, também
contribuem para o controle preciso da atividade dessas proteinas. Esses
mecanismos refinam a resposta apoptoética conforme os estimulos celulares (Qian et
al., 2022; Tudor et al., 2000).

Por fim, a familia Bcl-2 integra sinais de estresse para decidir o destino das
células. Desequilibrios nessa cascata estdo ligados a céncer e doengas

degenerativas, tornando-a alvo prioritario para terapias. A compreensio detalhada
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desses mecanismos tem permitido o desenvolvimento de farmacos que modulam
seletivamente a atividade dessas proteinas (Vogler et al., 2025; Czabotar et al.,
2014).

1.4 TioFENOS

Os tiofenos sdo compostos heterociclicos aromaticos contendo um anel de
cinco membros com um atomo de enxofre, amplamente estudados na quimica
medicinal devido as suas diversas ag¢des farmacoldgicas. Seus derivados exibem
atividades anti-inflamatdrias, antineoplasicas, anticonvulsivantes, antiarritmicas e
antiparasitarias (Rodrigues et al., 2018; Swain et al., 2023).

O mecanismo de acao dos tiofenos envolve frequentemente a interacdo com
o DNA e a inibicdo de enzimas essenciais para a proliferagao celular. Estudos in
vitro demonstram que derivados como o SB-83 (Rodrigues et al., 2018) e as
tiofeno-tiossemicarbazonas (Oliveira et al., 2015) atuam inibindo a ribonucleotideo
redutase e a topoisomerase I, respectivamente.

Esses mecanismos de inibicdo observados em modelos celulares ndo apenas
bloqueiam a sintese de nucleotideos, mas também causam danos ao DNA,
resultando em parada do ciclo celular e indugdo de apoptose. Além disso, esses
estudos destacam que alguns compostos apresentam efeitos imunomoduladores e
baixa citotoxicidade em células saudaveis, destacando seu potencial terapéutico
seletivo (Rodrigues et al., 2018; Oliveira et al., 2015).

Juntamente a esses mecanismos gerais, derivados de tiofenos tém ganhado
destaque em aplicacbes especificas. No tratamento da leishmaniose, o SB-83
demonstrou reduzir a carga parasitaria em macréfagos infectados por Leishmania
amazonensis (Rodrigues et al., 2018). Por outro lado, na area oncologica as
tiofeno-tiossemicarbazonas estudadas por Oliveira et al. (2025) mostraram atividade
antiproliferativa em linhagens de cancer renal, induzindo apoptose via inibicdo da
topoisomerase |l.

Em leucemias, o derivado de tiofeno F8 demonstrou citotoxicidade seletiva
contra células de leucemia linfoblastica aguda, induzindo apoptose através da via
intrinseca. Esse efeito confirma o potencial dos tiofenos em neoplasias
hematoldgicas, ampliando sua agdo para além de tumores solidos (Swain et al.,

2023). Outrossim, a baixa toxicidade em células saudaveis reforga o perfil vantajoso
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dessa classe (Rodrigues et al., 2018).

Além disso, estudo de Da Silva et al. (2023) demonstrou, em linhagens de
cancer de préstata (DU-145 e PC-3), que o SB200 induziu a apoptose das células
DU-145 de maneira dependente do tempo de tratamento, por ensaio de marcacao
com anexina V e iodeto de propideo. Os autores também observaram que o
tratamento com o SB200 resultou no aumento de expressao de cPARP, um substrato
celular conhecido das caspases, cuja clivagem € reconhecida como uma
caracteristica distintiva da apoptose.

Esses derivados de tiofenos demonstram mecanismos distintos de inducéo de
apoptose. O SB-83 atua principalmente em protozoarios, onde inibe a tripanotiona
redutase, levando a externalizacdo de fosfatidilserina e fragmentacdo do DNA
(Rodrigues et al., 2018). Por outro lado, as tiofeno-tiossemicarbazonas causam
quebras de DNA de fita dupla através da inibigdo da topoisomerase Il (Oliveira et al.,
2015).

Em contraste, o composto F8 age desencadeando a via apoptética intrinseca
por desestabilizacdo da mitocéndria e ativagdo de caspase 9. Essa diversidade de
mecanismos, desde o dano direto ao DNA até alteracbes mitocondriais, evidencia
como as modificacbes estruturais nesses derivados tiofénicos podem direcionar sua
seletividade e eficacia contra diferentes patologias (Swain et al., 2023).

Entretanto, esses estudos destacam algumas limitagcdes relacionadas aos
derivados. Oliveira et al. (2015) observaram que os derivados de tiofeno-
tiossemicarbazona necessitam de ajustes estruturais para aprimorar sua
solubilidade, enquanto Swain et al. (2023) ressaltam que o F8 foi testado apenas em
linhagem celular especifica, necessitando validacdo em outros modelos. Rodrigues
et al. (2018) apontam que o SB-83 ainda nao foi avaliado em modelos animais.

Os derivados tiofénicos se destacam como compostos notaveis, com eficacia
comprovada em diversas aplicagbes terapéuticas, desde doengas parasitarias
(Rodrigues et al., 2018) até neoplasias solidas (Elbakary et al., 2022) e
hematologicas (Algharib et al., 2022; Swain et al., 2023). Embora desafios como
validacdo em modelos complexos (Swain et al., 2023) e otimizagao de propriedades
fisico-quimicas (Oliveira et al., 2015) persistam, os avangos posicionam esses
compostos como candidatos ideais para o desenvolvimento de terapias

combinatdrias ou adjuvantes.
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2. JUSTIFICATIVA

O presente trabalho aborda uma questao essencial no tratamento do cancer
de pulm&o, um dos tipos mais comuns e letais no mundo, principalmente ligado ao
tabagismo e ao diagndstico tardio. A resisténcia a morte celular programada é uma
das principais caracteristicas das células tumorais, e a modulagdo de genes
apoptaoticos esta entre os principais mecanismos de agao dos quimioterapicos. Neste
sentido, a investigacdo de um novo composto e sua agado na expressao de genes
ligados a via apoptética pode revelar mecanismos promissores para o
desenvolvimento de novos tratamentos.

A importancia do trabalho reside em sua abordagem, que ndo s6 avalia um
novo composto terapéutico, o derivado tiofénico, mas também busca entender os
mecanismos desta substadncia em combate ao cancer de pulmdo em modelos
experimentais. Dessa forma, diminuir os efeitos colaterais dos tratamentos atuais,
como os derivados de platina, conhecidos por sua alta toxicidade sistémica, € um
ponto crucial para o avango no tratamento do cancer de pulmao.

Por fim, ao explorar novas substancias terapéuticas que possam substituir ou
complementar os tratamentos atuais, € necessario encontrar terapias mais precisas
e menos prejudiciais, melhorando a qualidade de vida dos pacientes. Assim, essas
descobertas tém o potencial de impactar positivamente a saude publica, oferecendo
novas opg¢oes de tratamento para uma das principais causas de mortalidade por

cancer.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBuETIVO GERAL

e Investigar se o derivado tiofénico SB200 modula a expressdo dos genes da

via apoptética em cancer de pulmao tanto in vitro como in vivo.

3.2 OBuJEeTIVvOs EsPEciFicos

e Avaliar a expressdo dos genes Bax e Bcl-2 em linhagem de neoplasia

pulmonar tratada com SB200 in vitro;

e Avaliar a modulagcéo dos genes Bax e Bcl-2 apds o tratamento com SB200 em

modelo in vivo de cancer de pulméao induzido por uretano.
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4. METODOLOGIA

4.1 CULTURA E MANUTENGAO DA LINHAGEM CELULAR

A linhagem celular foi fornecida do banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ)
e cultivada no Nucleo de Pesquisa em Inovagdo Terapéutica - Suely Galdino
(NUPIT-SG), sendo ela: NCI-H1299, de carcinoma de células ndo pequenas.

As células NCI-H1299 foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute), contendo 2 mM de L-glutamina, 10 mM de HEPES (4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid), 1 mM de piruvato de sodio, 1.500
mg/L de bicarbonato de sédio, 1% de penicilina/estreptomicina 200 U/mL e
suplementados com 10% de soro fetal bovino.

A linhagem foi mantida em estufa com atmosfera de 5% de CO, e temperatura
de 37°C. A troca do meio foi realizada sempre que houve necessidade de renovacao

dos nutrientes necessarios para o crescimento celular.

4.2 ANIVAIS

Foram utilizados 23 camundongos fémeas da linhagem BALB/c com 6 a 8
semanas de idade e peso médio de 20 gramas. Os animais foram obtidos e criados
no biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia do Centro de Biociéncias
da UFPE, com livre acesso a dieta e a agua, e foram mantidos em gaiolas ventiladas

com ciclo dia-noite de 12 horas em gaiolas forradas com serragem.
4.3 CONSIDERAGOES ETICAS

O presente trabalho de pesquisa foi submetido e aceito pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE de acordo com a regulamentacdo do
CONCEA-MCTI, com protocolo de numero 0058/2024.

4.4 MODELO DE INDUGAO QUIMICA PELA APLICAGAO DE URETANO

Um grupo experimental de 19 camundongos fémeas BALB/c recebeu trés

injecdes intraperitoneais com 1 mg/g de uretano em uma semana, 3 dias na semana
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com intervalo de um dia entre cada aplicagao, conforme estudo conduzido por Sozio
et al. (2021) e 4 animais receberam a mesma dose de PBS, como grupo controle
negativo. O tempo para a formacgao dos nddulos tumorais foi de 20 semanas, ao final
desse periodo, os animais comegaram o tratamento com o composto SB200. A

Figura 2 apresenta de maneira esquematica a metodologia descrita acima.

Figura 2 — Esquema do modelo de indug¢ao quimica com uretano.
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Legenda: A indugdo com 1 mg/g de uretano foi feita na 1° semana, com 3 aplicagdes intraperitoneais.
Apds o acompanhamento por 20 semanas a partir da 1° aplicagéo, os nédulos estavam formados.

Fonte: Autoria prépria (2025).

4.5 TRATAMENTO com o DERIVADO SB200

No ensaio in vitro, a linhagem NCI-H1299 foi plaqueada em placas de 12
pogos, com densidade de 5x10* células/pogo. Ao atingir uma confluéncia de 70-80%,
foi tratada com a dose de IC5, de 25,87 yM do derivado SB200, dose previamente
avaliada pelo grupo de pesquisa vinculado ao NUPIT-SG. Apds 24 horas, as células
foram recolhidas e colocadas em Trizol Reagent® (Thermo Fisher Scientific) para
extragdo do RNA e realizagdo da PCR em tempo real.

No experimento in vivo, apds o periodo de indugdo com o uretano, os 13
camundongos foram subdivididos em grupos de tratamento. Um grupo experimental
de 5 animais recebeu 20 mg/kg de SB200 por via intraperitoneal trés vezes por
semana, com intervalos de 1 dia entre as administracées, durante 4 semanas. Esta

dosagem foi estabelecida com base no estudo de Lovejoy et al. (2012), que
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demonstrou eficacia antitumoral em modelos experimentais utilizando derivados de
tiossemicarbazonas, que apresentam mecanismos farmacoldgicos semelhantes aos
derivados tiofénicos.

Paralelamente, um segundo grupo experimental com 4 animais recebeu 40
mg/kg de SB200 por via intraperitoneal trés vezes por semana, com intervalos de 1
dia entre as administracdes, durante 4 semanas. O dobro da dose foi testado para
observar possiveis efeitos dose-dependentes do composto, ou seja, se um aumento
na concentragao resultaria em maior eficacia antitumoral ou alteragdes significativas
na resposta farmacoldégica.

Por fim, um grupo controle positivo de 4 animais foi tratado com 5 mg/kg de
cisplatina intraperitonealmente, 1 vez por semana, por 3 semanas, seguindo estudo
de Radwan et al. (2020). A selegcao de ambas as doses considerou critérios de
equivaléncia farmacodinamica e perfis de seguranga estabelecidos na literatura para
compostos antineoplasicos em modelos murinos. A Figura 3 ilustra de forma

esquematica a separagao dos grupos que receberam o tratamento.

Figura 3 — Esquema com a subdivisdo do grupo tratamento.
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Legenda: Apos as 20 semanas de indugdo, comegaram as aplicagdes com o composto SB200, que
tiveram duracgéo de 4 semanas e as aplicagdes com a cisplatina, que tiveram duragédo de 3 semanas.

Fonte: Autoria prépria (2025).
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4.5.1 Procedéncia do Composto

O derivado de tiofeno SB200 que foi utilizado neste trabalho foi gentiimente
cedido pelo Professor Dr. Francisco Jaime Bezerra Mendoncga Junior e foi sintetizado
pelo Laboratério de Sintese e Vetorizagdo de Moléculas (LSVM) pertencente a
Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

O SB200 é um derivado da classe dos tiofenos com féormula molecular
CisHisBrNsS e peso molecular de 389,32 g/mol, identificado quimicamente como
(5-Bromo-1H-Indol-3-iimetileno)-(5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]tiofen-2-il)-amina.

A estrutura quimica do composto esta representada pela Figura 4.

Figura 4 - Imagem ilustrativa da estrutura quimica do derivado tiofénico SB200.
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Fonte: Retirado de Dos Santos et al. (2018, p. 2).

4.6 ExtracA0 DO RNA E siNTESE Do cDNA

Apds o sacrificio dos animais, o tecido pulmonar foi armazenado em RNAlater
e preservado a -80°C até a extragao do RNA. Antes do inicio da extragao, o tecido
foi cortado, pesado e armazenado em Trizol Reagent® (Thermo Fisher Scientific),
permitindo a quebra celular, a liberacdo e a purificacdo do RNA, evitando sua
degradacgao. Para a fragmentagado do tecido foi utilizado o TissuelLyser®, que, com
esferas de ceramica em tubos Eppendorf, fragmenta o tecido por agitacdo em alta
velocidade, homogeneizando-o. O equipamento foi fornecido pela Qiagen®.
Apdés a fragmentagdo tecidual, as amostras ficaram 5 minutos em
temperatura ambiente para dissociagdo do complexo protéico nuclear. Em seguida,

apos descongelamento completo, foram adicionados 150 pL de cloroférmio,
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homogeneizados vigorosamente e incubados por 3 minutos em temperatura
ambiente. As amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm, a 4°C por 15 minutos e o
sobrenadante com o RNA foi transferido para um novo tubo Eppendorf. Adicionou-se
375 pL de isopropanol (100%) e a mistura foi incubada overnight a -20°C.

Depois desse periodo, as amostras ficaram 10 minutos em temperatura
ambiente e foram centrifugadas a 12.000 rpm, 4°C por 10 minutos para formar o
pellet. O sobrenadante com isopropanol foi descartado, e o pellet lavado com 750 uL
de etanol 70%, seguido de centrifugagdo a 7.500 rpm, 4°C por 5 minutos. O
sobrenadante composto de etanol foi novamente descartado, e as amostras foram
deixadas por 3 horas na cabine de fluxo para secar. Finalmente, foram
ressuspendidas com 30 uL de agua livre de RNAse e aquecidas em banho seco a
55°C durante 15 minutos. As amostras foram quantificadas utilizando Nanodrop®
(Thermo Fisher) e armazenadas no freezer a -80°C.

A sintese do cDNA (DNA complementar) foi possivel utilizando o kit de
transcricdo reversa cDNA Hight Capacity (AppliedBiosystems) e 500 ng das

amostras de acordo com o procedimento de execugao do fabricante.

4.7 QUANTIFICAGAO DA EXPRESSAO GENICA

Para a quantificagdo da expressao génica foi utilizada a metodologia da
reacdo em cadeia de polimerase quantitativa em tempo real (RT-gPCR). As
condigdes da ciclagem foram configuradas sequencialmente em duas etapas. A
primeira etapa, também denominada de “hold stage”, é subdividida em dois passos:
o step 1 mantém a amostra 2 minutos a temperatura de 50°C, e o step 2 a expde por
10 minutos a 95°C. A segunda etapa, chamada de “PCR Stage”, também é dividida
em dois passos: o primeiro submete a amostra a 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e
0 segundo expde a amostra a 60°C por 20 segundos.

Para a visualizagcdo das reagdes RT-PCR, os primers para os genes de
interesse foram adicionados as amostras. Para as amostras in vitro, os primers
correspondentes ao gene pré-apoptético Bax (F: CCAAGAAGCTGAGCGAGTGTCT,
R: AGCTCCATATTGCTGTCCAGTTC), ao anti-apoptotico Bcl-2 (F: CCTGTGGATG
ACTGAGTACCTG, R: AGCCAGGAGAAATCAAACAGAGG) e o gene GAPDH foi
empregado como controle endoégeno (F: TGGCCTTCCGTGTTCCTAC, R: GAGTT
GCTGTTGAAGTCGCA)
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Nas amostras in vivo, além dos genes Bax e Bcl-2, os quais foram utilizados
0s mesmos primers do in vitro, o gene ACTB (Actina) foi utilizado como controle
enddégeno (F: GGCTGTATTCCCCTCCATCG, R: CCAGTTGGTAACAATGCCATGT).
Todos os primers foram fornecidos pela Exxtend Biotecnologia. Apos a realizagao

das reagbes de RT-PCR, a expressio génica relativa foi calculada por 2724¢T,

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Todos os procedimentos foram realizados em duplicata e em dois
experimentos independentes. Os dados foram apresentados como média £ desvio
padrdo da média e foram analisados utilizando o software GraphPad Prism® (versao
8), com o objetivo de comparar as médias entre os diferentes grupos experimentais.
Inicialmente, a normalidade dos dados foi verificada em cada grupo por meio do
teste de Shapiro-Wilk, e a homogeneidade das variancias foi avaliada com o teste de
Brown-Forsythe.

Para dados que se mostraram paramétricos (com distribuicdo normal e
variancias iguais), a analise de variancia (ANOVA) ordinaria foi empregada. Se os
dados seguiam normalidade, mas apresentavam variancias desiguais, utilizou-se a
ANOVA de Welch. Em ambos os casos, a detec¢ao de uma diferencga significativa (p
< 0,05) levou a aplicacao de testes post-hoc para identificar os grupos diferentes.

Para comparagdes de cada grupo de tratamento com o grupo controle (PBS),
foi utilizado o teste de Dunnett. No caso de dados nao-paramétricos (onde pelo
menos um grupo nao seguia a distribuigdo normal), a analise foi conduzida pelo
teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste post-hoc de Dunn para comparagdes
entre o controle e os grupos de tratamento. O nivel de significAncia adotado em

todas as analises foi p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na linhagem de neoplasia pulmonar NCI-H1299, o tratamento com o derivado
tiofénico SB200 induziu um aumento discreto na expressao do gene pré-apoptoético
Bax em comparacao as células nao tratadas (NT), apresentando niveis semelhantes
ao controle tratado com DMSO (Grafico 1A). Entretanto, observou-se uma expresséao
significativamente elevada do Bax nas células expostas a cisplatina, corroborando
com o efeito apoptotico conhecido deste farmaco em células tumorais.

Quanto ao gene anti-apoptético Bcl-2, observou-se uma redugao significativa
na sua expressao apos o tratamento com o SB200, superando até mesmo o efeito
da cisplatina, que, conforme esperado, também suprimiu Bcl-2 em comparagdo com
o NT e controle DMSO (Grafico 1B). Esses dados sugerem um mecanismo
pré-apoptoético do derivado tiofénico in vitro, possivelmente mediado pela inibicdo de
Bcl-2. Para ambos os genes nao foi encontrado significdncia, possivelmente devido
ao n amostral de apenas dois experimentos independentes. Novos ensaios seréao

realizados para confirmar se os genes sao modulados pelo derivado tiofénico.

Graficos 1A e 1B — Expressao dos genes pro-apoptotico Bax e anti-apoptoético

Bcl-2 em linhagem de neoplasia pulmonar.
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Fonte: Autoria prépria (2025).
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No modelo in vivo, o tratamento com o SB200 induziu um aumento
significativo na expressdo do gene proé-apoptético Bax em comparagdo com o
controle PBS e o uretano (Grafico 2A). Esse efeito exibiu um perfil dose-dependente,
com a expressao do Bax aumentando progressivamente em resposta as doses de
20 e 40 mg/kg do derivado. A cisplatina também promoveu uma elevagao acentuada
na expressao do Bax.

Por outro lado, na expressdao do gene Bcl-2, observou-se uma discreta
elevagao no uretano, quando comparado ao controle PBS e a dose de 20 mg/kg no
tratamento do SB200 (Grafico 2B). A alta expressao observada nos tratamentos com
40 mg/kg do SB200 e com a cisplatina, sugere um mecanismo de compensagao das
células tumorais, que tentam contrabalangar a ativagdo das vias pro-apoptoéticas
para evitar a morte celular programada. Entretanto, ndo foram encontrados

resultados significativos para Bcl-2.

Graficos 2A e 2B — Modulagao da expressao dos genes pré-apoptético Bax e

anti-apoptético Bcl-2 em modelo in vivo de CP.
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Legenda: * p value < 0,05; ** p value < 0,005; *** p value < 0,0005.
Fonte: Autoria prépria (2025).
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Os derivados de tiofenos surgiram como uma classe versatil de moléculas
heterociclicas com amplo potencial farmacolégico, incluindo sua atividade
antineoplasica. Os resultados desse estudo com o SB200 em modelos de CP
demonstraram sua capacidade de modular a expresséo de genes apoptoticos, como
a supressao significativa de Bcl-2 in vitro e a indugdo dose-dependente de Bax in
vivo. Esses achados se alinham com estudos anteriores que destacam a capacidade
dos tiofenos de atuar em vias de morte celular.

Em linhagem celular de cancer de mama, o SB200 também induziu a
expressdo de Bax e Bid, detectados por imunofluorescéncia (Dos Santos et al.,
2018), reforgando seu potencial pro-apoptético em diferentes contextos tumorais.
Esse potencial foi igualmente observado em linhagens celulares de cancer de
prostata, o qual Da Silva et al. (2023) relataram que o SB200 induziu apoptose,
detectada por anexina V/Pl, e promoveu aumento de cPARP, um marcador
bioquimico classico da ativacdo de caspases.

A variagcdo entre esses trés mecanismos de agao sugere que o derivado
SB200, assim como outros tiofenos, pode ter alvos moleculares distintos a depender
do tipo tumoral, possivelmente influenciado pelo microambiente tumoral ou perfil
genético celular.

Além disso, estudos tém elucidado mecanismos adicionais pelos quais os
derivados tiofénicos exercem sua acao antitumoral. Swain et al. (2023)
demonstraram que, em linhagens celulares leucémicas, o derivado F8 demonstrou
capacidade de induzir apoptose através da ativagcao das caspases efetoras 3 e 7,
externalizacdo da fosfatidilserina, geragcdo de EROs, despolarizagdo mitocondrial e
fragmentacao do DNA.

Notavelmente, o composto também inibiu a fosforilacdo de proteinas da via
JAK-STAT, principalmente STAT3 e STATS. Esses resultados sugerem que derivados
de tiofenos podem atuar em diversas vias essenciais para a sobrevivéncia celular,
oferecendo uma vantagem terapéutica em comparagdao com medicamentos
tradicionais como a cisplatina (Swain et al., 2023).

Em modelo in vivo com camundongos swiss, o estudo de ElBakary et al.
(2022) demonstrou a capacidade de derivados tiofénicos em induzir apoptose por
meio de mecanismos moleculares precisos, como clivagem gendmica do DNA,
ativagdo da proteina p53, que regula genes pré-apoptéticos nas vias intrinseca e

extrinseca e a supressao de genes anti-apoptéticos em modelo de cancer colorretal.
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De forma semelhante, em outro modelo in vivo com camundongos swiss,
Algharib et al. (2022) observaram que o derivado tiofénico BFB também ativou vias
apoptoticas na leucemia mieldide aguda, através de ativagédo da p53 e caspase 3 e
inibicdo da via de sobrevivéncia celular pAkt. Esses achados corroboram a agao
apoptética dos tiofenos in vivo, demonstrada em neoplasias hematoldgicas,
complementando os resultados anteriores em tumores sélidos.

No presente estudo, o modelo in vivo de cancer de pulmao induzido por
uretano, que mimetiza o subtipo adenocarcinoma e esta associado principalmente a
mutagbes no gene KRAS (Keohavong, P; Peter Di, Y., 2021), revelou efeitos
significativos na modulagdo do gene Bax apds tratamento com SB200. Por se tratar
de um modelo complexo, possivelmente € uma via importante para o mecanismo de
acao que necessita de outros estudos para definir melhor a via apoptética ou outras
vias de inducao de morte.

No ensaio in vitro, o qual foi testado a linhagem de carcinoma de células ndo
pequenas, NCI-H1299, a redugao da expressado de Bcl-2 foi mais pronunciada do
que o aumento do gene Bax, sugerindo que o composto SB200 pode atuar
prioritariamente na supressao de genes anti-apoptéticos nesse contexto.

Como perspectivas futuras, seria interessante expandir a avaliagdo para
outras linhagens de cancer de pulmdo, como a A549, a fim de investigar se os
efeitos do SB200 sdo consistentes em diferentes tipos celulares. Além disso, a
analise de outros membros da familia Bcl-2 (como Bad e Bcl-xL) e de proteinas
efetoras da apoptose (como as caspases) poderia elucidar melhor o mecanismo de
acao do composto. Estudos adicionais em modelos in vivo com combinagdes
terapéuticas também poderiam explorar estratégias para superar possiveis
mecanismos de escape celular.

Em resumo, os dados apresentados neste estudo fornecem evidéncias
sélidas do potencial do SB200 como agente antitumoral, ao mesmo tempo em que
apontam caminhos promissores para pesquisas futuras. A implementagao dessas
perspectivas ndo apenas aprofundara nosso entendimento sobre o mecanismo de
acao deste composto, como também abrira novas possibilidades para o
desenvolvimento de terapias mais eficazes contra o CP, especialmente em

combinagdao com outras abordagens direcionadas a vias de resisténcia.
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6. CONCLUSAO

Nas células NCI-H1299, o derivado tiofénico aumentou de forma discreta a
expressdo de Bax. Além disso, o derivado SB200 induziu uma redugdo na
expressdo do gene Bcl-2 nessa linhagem neoplasica, quando comparado aos
controles NT, DMSO e cisplatina.

No modelo in vivo de indugado por uretano, o derivado induziu um aumento
significativo e dose-dependente no gene Bax em comparagao ao controle com PBS
e ao grupo uretano. Por outro lado, em relagdo ao gene Bcl-2, verificou-se um
aumento possivelmente compensatério apdés o tratamento com a maior dose do

derivado SB200 e com a cisplatina no modelo murino.
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